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Resumo

Pelargonium sidoides D.C. (Geraniaceae) é uma espécie nativa da Africa do Sul,
que tem como um dos componentes do seu extrato a epigalocatequina. Tal
molécula apresenta alto potencial terapéutico contra infec¢des virais, pois possui
a capacidade de suprimir a atividade da neuraminidase, o que reduz a
permeabilidade da membrana do virus influenza. Assim, a espécie vegetal
possui potencial antiviral para o combate de infec¢cdes do trato respiratério
causadas pelo virus influenza a partir da bioatividade da epigalocatequina. Deste
modo, busca-se compreender a relacdo estrutura-atividade da epigalocatequina
na inibicdo da neuraminidase do virus da Influenza. A metodologia empregada
utilizou a abordagem farmacoférica, na qual as propriedades estereoletrénicas
da epigalocatequina foram comparadas com as observadas nos farmacos
inibidores da neuraminidase disponiveis comercialmente. Foram empregadas
também estratégias de predi¢cao das propriedades farmacocinéticas do principio
ativo vegetal. Os resultados evidenciam que a epigalocatequina apresenta
caracteristicas moleculares compativeis com o0s observadas nos farmacos
inibidores da neuraminidase do virus influenza, o que a credencia como um
importante ponto de partida para o desenvolvimento de novos farmacos antivirais

inspirados em produtos de origem natural.

Palavras-chave: Pelargonium sidoides, antiviral, plantas medicinais,

modelagem molecular, farmacéforo.

Introducéo

Pelargonium sidoides D.C. (Geraniaceae), espécie nativa da Africa do Sul,
conhecida popularmente como ‘umckaloabo”, nome derivado das palavras
umkhulkane e uhlabo que em Zulu significam queixas relacionadas com doencgas
pulmonares e dor no peito (1). Na fitoterapia € utilizada principalmente por meio
de extrato padronizado produzido a partir das raizes da planta. O extrato é

utilizado ndo apenas em sua regido nativa, mas em paises europeus



(comercializado na Alemanha para tratamento de bronquite aguda), nos paises

Balticos, no México e no Brasil (2).

Os principais constituintes podem ser divididos entre os encontrados nas
raizes da espécie (cumarinas, acido galico e proantocianidinas) e nas partes
aéreas (flavonoides, taninos hidrolisaveis, acido fendlicos e cumarinas). Entre os
compostos identificados, podemos destacar, umckalina, escopoletina, orientina,
isoorientina e epigalocatequina-3-O-galato (1;3), sendo esse Ultimo objeto de
destaque neste trabalho, devido ao seu potencial terapéutico derivado da
capacidade das catequinas suprimirem a atividade da hemaglutinina e reduzir a

permeabilidade da membrana viral nas infecgoes (4).

As infec¢des virais sdo de importancia clinica, tendo notoriedade na
atencdo a saude os virus da influenza dos tipos A, B e C (IAV, IBV e ICV) que
infectam humanos a partir do epitélio respiratério e possuem altas taxas de
mutacdo que permitem a evasdo da imunidade. E importante ressaltar que os
tipos A e B séo responsaveis pelas principais doencas em individuos com
influenza. Os dois subtipos de virus influenza A, HIN1 e H3N2, sdo conhecidos
por causar pandemias de gripe. Ambos mudam geneticamente e
antigenicamente para produzir variantes. O H3N2 tende a mudar rapidamente,
tanto geneticamente quanto antigenicamente, enquanto o H1N1 geralmente
tende a ter mudancas menores. Os virus da gripe A (H3N2) evoluiram para
formar muitos clados separados e geneticamente diferentes que continuam a co-
circular. Vale ressaltar o aumento significativo dos casos de influenza pelo virus
H3N2 nos ultimos anos com elevagao do numero de mortes, conforme relatorio

da Organizagédo Mundial da Saude (5; 6).

A atividade da proteina neuraminidase (NA), um tetramero de quatro
polipeptideos (Figura 01) presente no virus, é essencial para a sua replicacao,
desempenhando um papel vital em varios pontos diferentes do seu ciclo de vida.
Um ponto de destaque € que ela facilita o acesso as células epiteliais do trato
respiratorio, permitindo a posterior liberacéo de virions de receptores chamarizes
presentes nas mucinas. Além disso, a NA é essencial para a liberacdo de

particulas de virus nascentes, com atividade enzimatica inadequada, resultando



em tamanho reduzido da placa devido a propagacao célula a célula ineficiente.
Essa atividade também evita a agregacdo de virions, removendo os acidos
sialicos de suas proprias glicoproteinas. Isso pode explicar a associacao entre a
atividade de NA e transmissibilidade, uma vez que 0s virions ndo agregados sao
mais propensos a serem transmitidos em pequenas goticulas de aerossol que

sao inaladas para o trato respiratoério inferior (7; 8).

Figura 01- Estrutura 3D do mondmero da neuraminidase do virus influenza.

A- Superficie de potencial eletrostatico do mondmero de neuraminidase.
B- Estrutura terciaria do monémero de neuraminidase

Existem relatos na literatura do efeito positivo in vitro das catequinas
presentes no extrato de Pelargonium sidoides contra a influenza. O mecanismo
proposto envolve a supressdo da atividade de hemaglutinina, impactando
negativamente a formag&o do complexo viral de RNA polimerase, bem como a
internalizacdo das particulas de virus, reduzindo a permeabilidade da membrana
viral e afetando a neuraminidase presente nas diferentes cepas da influenza
virus A. Ensaios in vivo em modelo de camundongos sugerem efeitos protetores
dos ingredientes ativos vegetais se administrados por inalagéo contra um desafio

de virus letal em concentragfes nao toxicas (4;9).

Dessa forma, a espécie Pelargonium sidoides possui propriedades
antivirais para o combate de infec¢cdes do trato respiratério causadas pela

influenza, em que a epigalocatequina parece ser uma das moléculas mais



relevantes. Portanto, o presente trabalho tem por objetivo descrever a relacéo
estrutura-atividade e o0s mecanismos moleculares de interacdo da
epigalocatequina, presente no extrato do Pelargonium sidoides, com a
neuraminidase do virus Influenza através do emprego de técnicas de

modelagem molecular baseadas no conceito de farmacoforo.

Metodologia

O desenho da pesquisa se caracteriza pelo emprego de técnicas de
modelagem molecular para determinacdo do potencial da epigalocatequina
como inibidor da neuraminidase do virus influenza. A abordagem utilizada foi a
modelagem farmacoférica, na qual as propriedades estereoletrbnicas da
epigalocatequina foram comparadas com as observadas nos inibidores da
neuraminidase ja descritos na literatura (10) e disponiveis comercialmente. Além
disso, foram realizadas predicdes das propriedades farmacocinéticas da
epigalocatequina. Para que as estratégias metodoldgicas fossem empregadas,
foi necessario incialmente modelar as estruturas 2D e 3D de cada uma das
moléculas. Dessa forma, cada etapa metodoldgica foi realizada de acordo com

a descrigcao abaixo.

MODELAGEM DA EPIGALOCATEQUINA: A estrutura quimica da
epigalocatequina e dos inibidores da neuraminidase foi modelada em
representacbes 2D e 3D por meio do programa computacional
ACD/ChemSketch Freeware Version (Advanced Chemistry Development, Inc.).
Arquivos moleculares nos formatos mol foram inicialmente gerados e,
posteriormente, 0s arquivos mol2 foram gerados a partir do programa Discovery

Studio 3.5 da Biovia para cada molécula.

DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES ADME (ABSORCAO,
DISTRIBUICAO, METABOLISMO E ELIMINACAO) DA EPIGALOCATEQUINA:
as propriedades ADME da epigalocatequina foram estimadas através do servidor

SwissADME (11), no sentido de caracterizar o perfil farmacocinético da molécula.



DETERMINACAO DA SIMILARIDADE FARMACOFORICA: as
caracteristicas estereoletronicas dos farmacos inibidores da neuraminidase
(Zanamivir, Oseltamivir, Laninamivir e Peramivir) foram comparadas com as da
epigalocatequina. Para tal, foi utiizada a abordagem da modelagem por
farmacoéforo, através do uso do programa Pharmagist (12). O termo farmacoéforo
€ definido como o arranjo espacial de caracteristicas quimicas que permite um
grupo de moléculas interagir com um alvo biolégico através de um modo de
ligacdo especifico (12; 13;14), de modo que o grau de semelhanca do arranjo
espacial de caracteristicas quimicas observado entre epigalocatequina e o0s
inibidores da neuraminidase foi utilizado como critério para avaliacdo do
potencial inibitério sobre a neuraminidase do produto natural. Para criagdo dos
modelos foi definido um nimero de farmacoforos de saida igual a 5, associado
a um numero minimo de caracteristicas farmacoforicas igual a 3. Nenhuma das
moléculas do arquivo foi estabelecida como molécula-chave. Os pesos das
caracteristicas farmacofdricas foram atribuidos segundo a configuracéo padrao
do programa, ou seja, aromatico igual a 3, carga igual a 1, aceptor e / ou doador
de ligacéo de hidrogénio igual a 1,5 e hidrofébico igual a 0,3. O modelo de maior
pontuacdo contendo a epigalocatequina foi selecionado para definicdo da

relacdo estrutura-atividade para inibicdo da neuraminidase.

Resultados e Discussao

Propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade da epigalocatequina-3-

galato

As propriedades fisico-quimicas da epigalocatequina foram estimadas
com o auxilio do programa SwissADME. Foram obtidas as propriedades do
composto e gerado o radar de biodisponibilidade para a epigalocatequina (figura
02), sendo dos 6 parametros observados 4 ficaram dentro da média ideal:
lipofilicidade, flexibilidade, peso molecular e solubilidade. Quanto maior € o
namero de parametros dentro da faixa ideal, maior é a probabilidade da molécula

ser bioativa por via oral.



Figura 02 — Radar de biodisponibilidade da epigalocatequina gerado a partir de

suas propriedades fisico-quimicas.

OH _OH

Em relacdo a biodisponibilidade, de forma mais especifica, no que se diz
respeito a “semelhanca com farmacos”, em que se avalia qualitativamente a
chance de uma molécula se tornar um medicamento bioativo por via oral
(biodisponibilidade) por meio dos métodos Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan
(Pharmacia), Lipinski e Muegge (Bayer), apenas nos critérios de Ghose avaliou-
se a epigalocatequina como uma molécula de potencial favoravel para farmacos
orais. Nos demais ocorreram violacdes de TPSA (Veber, Egan e Muegge), NorO

e NHorOH na regra de Lipinski e H-acc e H-don em Muegge.

De forma geral, as predicdes farmacocinéticas para a epigalocatequina
sugerem absorcdo gastrointestinal humana passiva, entretanto sem
permeabilidade hematoencefélica ou inibicdo de citocromos, sendo assim a
epigalocatequina possui valores preditivos positivos para uma boa absorcéao e
baixa propensdo para interacdes medicamentosas significativas, o que €
desejavel para farmacos. Por fim, foi obtido o grau de acessibilidade sintética do
produto natural, o qual foi pontuado em 4.20 na escalada de 1 (facil) a 10

(extremamente dificil).



Determinacdo da Similaridade Farmacoférica

Na busca por determinar o potencial inibitério da neuraminidade pela
epigalocatequina, utilizou-se a determinacédo de similaridade farmacoférica com
farmacos utilizados na pratica médica capazes de realizar tal inibicéo, incluindo,
Zanamivir, Oseltamivir, Laninamivir e Peramivir. Apesar de serem farmacos

sintéticos, é notavel a semelhanca com a epigalocatequina, o que fica mais

evidente ap06s a obtengdo dos modelos farmacoforicos (Figura 2).

Na Figura 2a é representado um modelo em que estd presente o
Zanamivir, Laninamivir, Peramivir e a epigalocatequina. Nessa imagem foram
encontrados 5 pontos de ancoragem, ou seja, representam caracteristicas
comuns entre inibidores da neuraminidase e a epigalocatequina. As
caracteristicas do modelo refletem: 1 hidrofébico, 1 aceptor e doador, 1 doador

e 2 aceptores de ligacdo de hidrogénio.

Nas figuras 2b e 2c sdo representados modelos com os pontos de
ancoragem entre epigalocatequina e inibidores (Zanamivir, Laninamivir,
Peramivir e Oseltamivir). Percebe-se que comparados com o modelo da figura

1, o numero de pontos de ancoragem diminuem de 5 para 4.
Figura 02 — Modelos de Similaridade Farmacoférica

(2a) - Zanamivir, Laninamivir, Peramivir e epigalocatequina

(2b) - Epigalocatequina com Zanamivir, Laninamivir, Peramivir e

Oseltamivir



(2c) - Epigalocatequina com Zanamivir, Laninamivir, Peramivir e

Oseltamivir

Legenda: Cinza para caracteristicas hidrof6bicas, azul para aceptores e doadores de liga¢édo de H, verde

para doadores de ligagdo de H e roxo para aceptores de ligagdo de hidrogénio.

Conclusao

Com a realizacdo da pesquisa foi observado que a epigalocatequina possui
potencial para ser uma molécula bioativa por via oral sem permeabilidade
hematoencefalica e inibicAo de citocromos. Além disso, observou-se alta
bisemelhanca de carcateristicas quimicas com os farmacos inibidores da
neuraminidase, o que credencia a epigalocatequina a ser um interessante ponto
de partida para inspirar o desenvolvimento de novos farmacos antivirais

otimizados.
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